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非洲猪瘟病毒的快速检测方法研究进展 
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摘  要: 非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒感染引起的一种高度接触性传染病, 对养猪业危害严重。世界动物卫生

组织将其列为法定呈报的动物疫病, 我国将其列为一类动物传染病。由于此病目前无有效疫苗进行预防, 为防

止疫病的传播, 可靠、快速的早期诊断对于实施严格的卫生和生物安全措施必不可少。本文就非洲猪瘟的病

原学检测和血清学抗体检测技术及其应用进行了综述, 以期为非洲猪瘟的快速诊断提供技术参考。 
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Research progress on rapid detection methods of African swine fever virus 
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ABSTRACT: African swine fever (ASF) is a highly contagious disease caused by African swine fever virus (ASFV) 

infection, which is severely harmful to pig industry. ASF is one of legally reported animal diseases listed by Office 

International des Epizooties and the class one of animal infectious disease placed by China. Since there is currently 

no effective vaccine against the disease, in order to prevent ASF, the reliable and rapid early diagnosis is essential for 

the implementation of strict health and biosecurity measures due to no effective vaccine. This paper reviewed the 

pathogen detection, serological antibody detection and its application of ASF, in order to provide technical reference 

for the rapid diagnosis of ASF. 
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1  引  言 

非洲猪瘟(African swine fever, ASF)是由非洲猪瘟病

毒(African swine fever virus, ASFV)引起的家猪和野猪的一

种高度接触性、致死性传染病, 可表现为最急性、急性、

亚急性和慢性 4 种形式。ASFV 属非洲猪瘟病毒科, 是虫

媒病毒中唯一的 DNA 病毒[1], 可通过软蜱传播[2,3]。ASFV

有 24 个基因型[4], 我国流行毒株为基因 II 型血清 8 群[5]。

病毒粒子直径 175~215 nm[6,7], 呈 20 面体对称, 基因组为

双股线状 DNA, 大小为 170~190 kb, 病毒有双层囊膜。我

国科学家团队采用冷冻电镜单颗粒三维重构的方法首次解

析了 ASFV 全颗粒的三维结构, 阐明了 ASFV 独有的 5 层

(外膜、衣壳、双层内膜、核心壳层和基因组)结构特征, 包
含 3 万余种蛋白亚基, 组装成直径约 280 nm 的球形颗粒, 
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是目前解析近原子分辨率结构的最大病毒颗粒[8]。ASFV 病

毒粒子基因组大, 基因易变异, 病毒蛋白种类多, 存活力强, 
可通过多种方式和途径进行有效传播, 这是导致ASFV在染

疫国家和地区常呈地方性流行的重要原因之一[9]。 
ASF 自 1921 年首次在肯尼亚被发现以来, 广泛流行

于全球多个国家和地区[10,11]。从 2018 年在沈阳首次被发现

以来[12,13], 对我国养猪业造成了重创[14]。而 ASF 疫苗研发

近百来一直尚未攻克, 难点主要包括: 第一, 基因组庞大

复杂且变异性高, 导致病毒结构完整耐受力强难以被杀灭, 
并变异形成复杂病毒家族难以形成中和抗体; 第二, ASFV
具有免疫逃逸机制, 可通过不同机制逃逸宿主先天免疫系

统, 如 I 型干扰素应答、细胞凋亡和炎症反应[15]; 第三, 病
毒-宿主相互作用的机制不清楚[16], 病毒入侵机制了解也

有限, 需要鉴定病毒入侵的细胞受体为研发抗 ASF 疫苗提

供靶标[17]。ASFV 疫苗研发难度极大, 目前尚无上市产品。

因此, 早期诊断和现场快速检测对 ASF 的防控显得尤为重

要。本文对快速诊断技术在 ASFV 检测中的应用进行了综

述, 对病原学检测和血清学抗体检测的原理以及优缺点进

行了总结, 以期为非洲猪瘟的快速诊断提供技术参考。 

2  病原学检测技术 

2.1  病毒分离培养 

病毒分离鉴定是 ASF 诊断的经典方法, 将临床疑似

ASFV 样品接种于猪源原代细胞、单核细胞或巨噬细胞, 获
得病毒的增殖, 然后对分离的毒株进行鉴定。在出现红细

胞吸附现象 48~72 h 后, 若发生细胞病变, 则说明检测样

品中存在 ASFV。1960 年, Malmquist 等[18]首次用猪骨髓细

胞和血液白细胞成功分离到 ASFV, 随后该技术广泛应用

于 ASFV 的分离。 

2.2  荧光抗体试验 

荧光抗体试验(fluorescent antibody test, FAT)是常用

的抗原检测方法之一, 其原理是使用异硫氰酸荧光素结合

的特异性抗体检测猪组织/细胞内的 ASFV[19]。FAT 对急性

ASF 病例具有快速、准确和经济的特点。但 FAT 必须通过

显微观察感染脏器涂片或薄层冷冻切片上的病毒抗原实现, 
因此不能用于现场检测。另外, FAT 对检测人员和仪器设备

的要求也较高, 目前常作为检测 ASFV 的辅助方法。 

2.3  红细胞吸附 

红细胞吸附(haemadsorption, HAD)是病毒感染巨噬

细胞并在其中复制, 导致 HAD 的一种自然现象。猪的红细

胞能够吸附在感染 ASFV 的单核细胞, 或巨噬细胞表面, 
因而在出现细胞病变效应之前可形成特征性的玫瑰花环。

1960 年, Malmquist 首先发现了病毒感染猪白细胞的培养

物后出现了 HAD 的反应, 从而建立了 ASFV 的 HAD 实验

方 法 [18] 。 HAD 实 验 是 世 界 动 物 卫 生 组 织 (Office 
International des Epizooties, OIE)推荐的病毒鉴定方法之

一, 实验时间需要 3~10 d, 敏感度大约为 92%, 由于非

HAD 毒株的存在, 并不适用于所有 ASFV 的检测, 目前

该方法逐渐被聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)所替代。 

2.4  病毒核酸检测 

ASFV 的核酸检测方法主要有 PCR、荧光定量

PCR(real- time fluorescence quantitative PCR, qPCR)、微

滴数字 PCR(droplet digital PCR, ddPCR)、环介导等温扩

增技术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、
重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase amplification, 
RPA)等。 
2.4.1  PCR 

PCR 是目前 ASFV 最常用的实验室检测方法, 该方法

有简单快速、灵敏度高、特异性强, 对标本纯度要求低的

优点, 已广泛用于 ASF 的现场诊断, 适合用于非疫区国家

的疫情监测和产品入关检疫。该技术通常是根据 B646l 基
因的高度保守区来设计引物, 能够检测出不同基因型的

ASFV。引物的位置和碱基的组成不同, PCR 的扩增效率也

不同。Basto 等[20]建立巢式 PCR 不仅可以检测组织、血液

样品和培养物, 还可以检测昆虫软蜱体内所带的 ASFV, 
其敏感性高于 OIE 推荐的 PCR 检测方法。曾少灵等[21]基

于 ASFV结构蛋白基因Vp73序列设计特异性检测引物, 与
OIE 推荐用于检测 ASFV 的实时荧光 PCR 和普通 PCR 方

法进行比对, 结果表明特异性与 OIE 的 2 种检测方法相当, 
灵敏度与 OIE 的荧光 PCR 方法相当。普通 PCR 反应完成

后, 产物需要进行琼脂糖核酸电泳观察有无特异性条带, 
此过程需要开盖, 容易造成交叉污染, 导致假阳性结果的

出现。在临床样品中有多种成分通过与 PCR 反应组分发生

作用, 从而抑制 PCR 扩增反应, 造成假阴性的结果。血红

素及其代谢物可抑制 DNA 聚合酶的活性, 痰液中的酸性

多糖、糖蛋白组分是聚合酶的抑制因子[22]。因此, 在进行

PCR 扩增前, 必须对样品进行预处理。 
2.4.2  qPCR 

qPCR 法与传统的定量技术(如半定量 PCR、竞争定量

PCR 等)相比, 具有重复性好、特异灵敏、定量准确、操作

简便, 以及对样品污染小和自动化程度高等优点。2002 年, 
King 等[23]建立了针对 P72 基因的 qPCR, 而且引物和探针

序列已被 OIE 作为推荐序列。Tignon 等[24]基于 P72 基因

建立的方法, 其敏感性高于 OIE 推荐的常规 PCR 和实时荧

光定量 PCR。Luo 等[25]建立了一种改进的 PCR 检测方法, 
用于 ASFV 的灵敏和通用检测, 结果表明此方法比 2 种

OIE 验证的 PCR 分析更灵敏。张彩虹等[26]根据 ASFV 保守

的基因序列建立了一种无需提取核酸, 直接从样品中进行

目的基因扩增的可快速检测 ASFV 的直扩 qPCR 方法。, 对
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10倍梯度稀释的 ASFV灭活抗原的检测敏感性可达 1×10-6, 
与 OIE 推荐的传统的 qPCR 的检测敏感性相当 , 可在    
60 min 内完成对样品的检测。Wang 等[27]建立了一种针对

P72 基因采用冻干粉末试剂的 qPCR 方法, 灵敏度为 100
拷贝, 比 OIE 推荐的 qPCR 测定法高 10 倍。 

OIE 推荐的 TaqMan qPCR, 检测方法准确度高, 但仅

以表达结构蛋白 P72 的 B646l 基因为靶标, 相对单一, 故
开发新型的 ASFV 早期基因诊断靶标有助于尽早确定疫

情。崔贝贝等[28]基于 E184l 基因序列建立了 TaqMan qPCR
方法, 该方法设计的引物具有高度特异性, 标准曲线的线

性相关系数为 0.992, 对 ASFV 核酸最低检测限为 1.51 拷

贝。崔贝贝等[29]也根据 ASFV 早期表达基因 K196r 基因序

列构建了 TaqMan qPCR方法, 方法的标准曲线具有良好的

线性关系(r2 =0.998), 对 ASFV 最低检测限为 1.3 拷贝。多

重 PCR 反应具有高效性、系统性、经济简便等优点。王建

华等[30]以 Cp530r 基因和 Hp-prrsv Nsp2 基因为靶序列分别

设计特异性引物和 TaqMan-MGB 探针, 建立了一种二重

qPCR 检测 ASFV 和高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒的

方法, 最低检出限分别为 61 和 41 拷贝, 可以进行快速、

敏感和特异的鉴别工作。 
2.4.3  ddPCR 

ddPCR 是一种对核酸分子进行绝对定量的技术, 其
原理是通过极度稀释实现理论上的单分子扩增, 然后用终

点法 PCR 和泊松分布计算出起始模板绝对含量。邬旭龙等
[31]针对 K205r 基因建立了 ddPCR 检测方法, 最低检测限度

可达到 0.36 拷贝, 检测灵敏度是 qPCR 的 10 倍, 也不与其

他猪常见病毒发生交叉反应, 具有很高的特异性和重复

性。原霖等[32]建立的 ddPCR 方法, 最低检测限可达 0.8 拷

贝, 敏感性高于 qPCR方法, 不与猪常见的 6种病毒发生交

叉反应, 而且重复性较好。ddPCR 已经被广泛应用于各种

研究, 如病原体诊断[33]、基因突变检测[34]和转基因研究[35]

等 , 具有较好的应用前景。相比于普通 PCR 和 qPCR, 
ddPCR 具有更高的检测灵敏度, 其敏感性更强, 特异性更

高, 且无需标准品, 也不依赖于标准曲线, 实现绝对定量, 
在低浓度病毒含量的早期感染或潜伏感染的诊断中更加具

有潜力, 但该方法需要使用昂贵的仪器设备和试剂的成本

较高, 不适合大规模样品的检测。 
2.4.4  LAMP 

LAMP 技术是在恒温条件下即可完成的核酸扩增方

法, 操作简单、不需要特殊仪器设备, 可在短时间内肉眼

判读结果, 并且检测成本远低于荧光定量, 可以满足基层

兽医实验室和养殖场临床快速诊断的需要。James 等[36]基

于拓扑异构酶 II 基因建立了 LAMP 分析法, 并且通过反应

产物的限制性内切酶消化证实了其特异性, 检测限为 330
拷贝。田纯见等[37]利用高度保守的非结构 DNA 聚合酶

G1211r基因, 制备质粒标准品, 建立实时荧光LAMP方法, 
检测 ASFV 核酸灵敏度达到 10-5, 相当于每个反应体系可

以检出 21pg 病毒 DNA。Wang 等[38]设计了针对 ASFV P10
基因的 LAMP 引物, 用包含 P10 基因序列的质粒 pUC57
优化了 LAMP 反应系统, 检测限为 30 拷贝。 
2.4.5  RPA 

RPA 是一种等温 DNA 扩增用于检测核酸的新技术, 
RPA 反应在恒定温度(25~42 ℃)下即可进行, 不需要昂贵

的热循环仪, 并且可在 30min 内完成对靶基因指数级的扩

增。与 qPCR 相比, 具有简单、经济, 快速的优点。王建昌
[39]等基于 ASFV P72 基因建立了一种 ASFV 的 RPA 检测方

法。结果表明, 所建立的 RPA 方法在 38 ℃水浴锅中恒温

反应 30 min, 即可实现对目的片段的有效扩增, 检测限达

到 10-2 拷贝。哈登楚日亚等[40]针对 ASFV P72 基因的 B646l
片段设计了 3 组引物和探针, 并进行筛选、反应条件优化、

灵敏性、特异性和重复性试验, 建立了实时荧光 RPA 方法。

结果显示, 该方法在 39 ℃、20 min 内即可检测 10 个拷贝

的 DNA 分子。吴映彤等[41]针对 Mgf360-12l 基因序列建立

RPA 等温检测方法。结果表明, 所建立的 RPA 方法于 35 ℃
恒温反应 30 min, 即可实现对目的片段的稳定扩增, 检测

限达到 103 个拷贝。RPA 反应的产物可通过侧向流试纸条、

生物芯片、凝胶电泳、荧光检测仪等方法检测, 可满足疫

病快速现场检测的需求。 

3  血清学抗体检测技术 

3.1  酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)是 OIE指定的 ASF首选血清学诊断方法, 其方便快

速、敏感特异, 并可使用自动化设备检测大量样本, 为目

前最广泛的血清学检测技术。国内外常用来检测 ASFV 抗

体的抗原蛋白有 P73、P72、P54、P32/P30 等, ELISA 方法

通过这些蛋白能够直接检测出感染猪抗体。 
Wardley 等[42]在 1979 年首次使用 ELISA 鉴别 ASFV

抗原和抗体, 采用抗 ASFV 的特异性血清 IgG 作为包被蛋

白 , 建 立了间 接 ELISA 方法 , 能够检测 到 50~500 
HAD50/mL 的有限抗原浓度。Bergeron 等[43]评估了 OIE
推荐的 Ingezim PPA COMPAC ELISA, 使用了在美国收集

的样本的综合队列(n=1791), 该方法测定的诊断特异性确

定为 99.4%。Nieto-Pelegrín 等[44]使用基于半纯化病毒蛋白

P72 或在哺乳动物细胞中表达的纯化重组 P30 的间接

ELISA 分析粪便样品, 结果表明, 两次间接 ELISA 的血清

样品结果与粪便样品结果一致, 为野猪种群的采样提供了

一种可行的非侵入性替代方法。目前国内以间接 ELISA 检

测方法研究较多, 王召阳等[45]利用原核表达系统成功表达

了重组蛋白 REP153R, 并制备了特异性鼠源多克隆抗体, 
结果表明 , 制备的抗 REP153R 多克隆抗体效价高达

1:128000, 且具有较好的特异性。邬旭龙等[46]以原核表达

ASFV PK205R 重组蛋白为包被抗原, 通过反应条件优化, 
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建立了一种快速的 ASFV 间接 ELISA 检测方法, 结果显示

检测灵敏度为 1:2560; 批内和批间重复性试验的变异系数

均小于 10%。郭晶等 [47]建立以重组多表位融合蛋白

REME-P72为包被抗原, 抗原包被浓度为 15 μg/mL, 一抗、

二抗稀释倍数分别为 1:200、1:5 000 倍的 ASFV 间接 ELISA
检测方法, 方法特异性和敏感性良好。 

3.2  胶体金免疫层析技术 

胶体金免疫层析技术(gold immune chromatography 
assay, GICA)结合了抗体抗原反应的高特异性和纳米胶体

金颗粒显色的优势 , 结果具有可视化 , 不需借助仪器即

可通过肉眼判定结果的优势具有操作简单、特异性强、

灵敏度高、判读结果简便等优点, 而且, 判定结果无需设

备或仅需简单设备, 适合基层快检室或者现场使用。张鑫

宇等[48]建立的 P54 抗体检测胶体金免疫层析试纸, 检测

结果表明, 该试纸条的敏感性为 200 ng/mL, 对 ASFV 抗

体阳性猪血清具有高度特异性, 与猪其他病毒抗体阳性

血清无交叉反应, 在 ASF 防控中具有良好的应用前景。

吴海涛等[49]建立的试纸条可在 5~10 min 内准确检测出 2
种抗原, 对 2 种抗原的最低识别量分别为 15 和 21 ng。林

彦星等 [50]采用量子点作为标记材料对葡萄球菌蛋白

A(SPA)进行标记, 以抗 SPA 的多克隆抗体作为质控线的

包被蛋白, 制备快速检测 ASFV 抗体的量子点免疫层析

试纸条。结果表明, 所制备的试纸条与常见相关猪疫病阳

性血清无交叉反应, 与进口 ELISA 试剂盒对临床样品的

检测符合率为 100%。 

4  方法比对 

各检测技术的优缺点如表 1 所示。 
 

表 1  非洲猪瘟检测方法优缺点比较 
Table 1  Comparison of advantages and disadvantages of African swine fever detection methods 

检测方法 前处理 灵敏度 专一性 操作 耗材 成本 

GICA 简单 低 弱 简便 少 低 

ELISA 简单 低 弱 简便 少 低 

LAMP 简单 较高 较强 简便 少 低 

RPA 简单 较高 较强 简便 少 低 

PCR 简单 高 强 较复杂 多 高 

qPCR 简单 高 强 简便 少 高 

ddPCR 复杂 最高 强 复杂 多 最高 

FAT 复杂 高 较强 复杂 多 低 

 

5  结论与讨论 

本文就目前快速诊断技术在 ASF 检测中的应用进行

了综述, 鉴于目前尚无有效的治疗 ASF 方法, 也无有效的

疫苗预防, 为防止疫病的传播, 可靠、快速的早期诊断对

于实施严格的卫生和生物安全措施必不可少。现阶段

ASFV 检测主要分为病原学检测和血清学抗体检测。其中

qPCR、LAMP、GICA、ELISA 等技术在近几年应用较广

泛, 可以对 ASF 起到早期快速检测的作用, 发展前景较

好。GICA 和 ELISA 技术虽然快速经济, 但是相较于 qPCR
技术灵敏度较低, 一般用于初步诊断, 适用于基层检测。

LAMP 和 RPA 等温扩增检测技术, 具有快速简便, 仪器简

单等特点, 适用于现场检测。qPCR 技术快速灵敏, 是目前

实验室检测最常用的方法。在基层快检室或者现场检测情

况下, 可用 LAMP 进行替代。在实际检测当中, 应当根据

各种方法的优缺点, 选择合适方法进行检测, 也可将多种

诊断方法联合应用, 各取所长。 
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